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序章 
 
0-1. 糸状菌研究の意義 
 糸状菌はその高いタンパク質分泌能から食品製造や醗酵生産などの産業分野
で広く利用されてきた。Aspergillus oryzaeや Aspergillus sojaeなどはそのタン
パク質高分泌能から清酒や醤油の製造においてデンプンの糖化、タンパク質の
分解の促進に利用されている。さらにその際に生成する副産物は清酒、醤油を
特徴づける上で重要な役割を果たしている。一方、Aspergillus fumigatus、
Fusarium oxysporum などのように人間を含む動植物に感染することで人間生
活に害をなすものも多数存在し、より効果的な抗真菌薬、農薬の開発が望まれ
ている。これらのタンパク質高分泌能や動植物への感染能は菌糸状の形態と密
接に関連することが示唆されている。また、糸状菌は豊富な二次代謝産物生産
能を有することから新規生理活性物質を探索するための有望な対象である一方
で、Aspergillus flavusや Aspergillus parasiticusなどのようにマイコトキシンを
生産し人間生活に害をもたらすものも存在する。このように、糸状菌の形態形
成や二次代謝産物生産のメカニズムを明らかにすることは、有益な糸状菌の有
用性を高め、有害な糸状菌による損失を低減させるために非常に重要である。
また糸状菌は多様な形態を示すことから、細胞の形態形成や分化のメカニズム
を解明するという基礎生物学的観点からも糸状菌研究は非常に興味深い。 
 近年、多くの糸状菌において全ゲノムが公開され、マイクロアレイ解析や
RNA-seq解析、プロテオーム解析といった網羅的解析が精力的に行われており、
膨大な知見が蓄積されつつある。今後これらの情報を利用した解析により糸状
菌研究の飛躍的な進展、産業分野への応用の更なる活発化が期待されている。 
 
0-2. 糸状菌 Aspergillus nidulans 
 糸状菌 Aspergillus nidulans（テレオモルフ名は Emericella nidulans）は一倍
体で安定に増殖し有性生殖を行うことから古典遺伝学的手法の利用が可能であ
り、分子生物学的手法の整備やゲノム情報の公開により、糸状菌の中では研究
を行う環境が最も整っている菌の一つである。最近ではキナーゼをコードする
遺伝子すべてについての破壊株がホモカリオン、またはヘテロカリオン（必須
遺伝子の場合）として取得されており、それ以外の遺伝子についても 95%近く
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の遺伝子についてすでに破壊株が取得されている（De Souza et al., 2013）。 
 A. nidulansは有性生活環、無性生活環、擬似有性生活環といった多様な生活
環を有するが、通常無性生殖を行って増殖する（Fig. 0-1）（Todd et al., 2007）。
無性胞子（分生子）は発芽過程において、まず無極性生長により無方向性に膨
張後、ある時点で極性が確立されて発芽管を形成する。その後菌糸は先端生長
と分岐を繰り返して伸長を続け、固体培地ではコロニーを形成する。気中に伸
長した菌糸では栄養分の飢餓や空気にさらされることにより、分生子形成器官
の分化が誘導され、分生子形成器官が形成される。一方、酸素の欠乏や光が遮
断されている場合には有性生殖が誘導され、有性生殖器官が形成される。無性
生殖により形成された分生子や有性生殖により形成された子嚢胞子は発芽、菌
糸生長を行い、再び無性生殖、有性生殖を繰り返す。 
 
0-3. プロテインキナーゼ C 
 プロテインキナーゼ C（PKC）は、真核生物に高度に保存されたセリン／ス
レオニンキナーゼである。高等真核生物では一種の生物が複数のアイソザイム
を持ち、それらが様々なシグナル伝達系において複雑に制御されて、細胞の増
殖や分化、アポトーシスといった根源的な細胞機能の調節から、発生、免疫、
記憶などの多細胞生物特有の生理現象まで幅広い現象に関与する(Ohno and 
Nishizuka, 2002)。 
 
0-3-1. PKCの構造 
 PKC は哺乳類では 12 種のアイソザイムが存在し、どの分子種においても C
末端側にキナーゼドメイン、V5ドメイン、N末端側に活性の制御や細胞内局在
に関わる複数のドメインを持つことは共通しているが、N 末端側のドメインの
相同性は低く、その構造から哺乳類の PKC は３つのサブクラス、cPKC
（conventional PKC）、nPKC（novel PKC）、aPKC（atypical PKC）に分けられ
る（Fig. 0-2）（堀内, 2009）。これら３つのサブクラスでは、構造の違いを反映
し、その活性を制御する因子が異なる。cPKCは 2つの C1ドメイン（C1A、C1B）
においてジアシルグリセロール（DAG）やホルボールエステルであるホルボー
ル-12-ミリステート-13-アセテート（PMA）と結合し、さらに C2ドメインにお
いてカルシウム依存的に陰イオン性のリン脂質と結合する。cPKC の活性化は、
まずカルシウムの結合した C2ドメインが細胞膜と相互作用し、その後 C1ドメ
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インに DAGや PMAが結合することで起こる。nPKCは cPKCと同様に 2つの
C1ドメインにおいて DAGや PMAと結合するが、nPKCの C2様（C2-like）ド
メインにはカルシウムとの結合に関わるアミノ酸残基が保存されておらず、こ
のドメインにはカルシウムは結合しない。そのため、nPKCの活性化はカルシウ
ムに依存しない。aPKC は cPKC や nPKC とは異なり、C1 ドメインにおいて
DAGや PMAとは結合しないが、ホスファチジルイノシトール-3-リン酸やセラ
ミドと結合する。また、aPKC はタンパク質間相互作用に寄与する PB1 ドメイ
ンを持つ。この PB1ドメインに結合するタンパク質が複数同定されており、こ
れらによって aPKC の活性が制御される。いずれの分子種においても偽基質配
列（PS）が保存されている。偽基質配列は、PKCが基質として認識しうる配列
のリン酸化されるべきセリンまたはスレオニン残基がアラニンなどのリン酸化
されないアミノ酸残基に置換されている配列で、この配列が PKCの活性中心に
結合することで活性を制御していると考えられている。一方、3-ホスホイノシタ
イド依存性キナーゼである PDK-1 は PKC の最も C 末端側に存在する V5 ドメ
インに結合してPKCのキナーゼドメイン中の活性化ループのスレオニン残基を
リン酸化するが、このリン酸化は触媒ポケットへのネガティブチャージの導入
や活性化型立体構造の安定化に寄与する（Steinberg, 2008、Steinberg, 2012）。 
 高等真核生物とは対照的に下等真核生物では１種の生物が持つPKCの種類は
少なく、S. cerevisiaeには Pkc1pのみ、分裂酵母 Schizosaccharomyces pombe
には Pck1pおよび Pck2pの２種のみ存在する（Perez and Calonge, 2002）。真
菌類の PKCはN末端側のドメインの配置から、nPKCに最も近い構造を持つが、
S. cerevisiaeや A. nidulansの PKCはジアシルグリセロール、リン脂質、カル
シウムでは活性化されないのに対し（Antonsson et al., 1994、一宮, 2004）、
Trichoderma reeseiの Pkc1pはホスファチジルエタノールアミンやホスファチ
ジルセリンなどのリン脂質の存在下で活性化することが示されており（Khatun 
and Lakin-Thomas, 2010、Lendenfeld and Kubicek, 1998）、真菌類の中でも生
物種によって PKCの制御機構は異なると考えられる。真菌類の PKCの最 N末
端側には２つの HR1 ドメイン（HR1A、HR1B）が保存されている。HR1 ドメ
インは低分子量Gタンパク質のRhoと結合することが知られているドメインで、
S. cerevisiaeにおける Pkc1pの HR1ドメインについても、低分子量 Gタンパ
ク質である Rho1pと結合することが示されている（Schmitz et al., 2002）。哺乳
類の PDK-1の場合と同様に S. cerevisiaeにおける PDK-1のオルソログである
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Pkh1p/2pもPkc1pの活性化ループ中のスレオニン残基をリン酸化することが示
されており、このリン酸化は高温ストレス時の Pkc1p の完全な活性に必要であ
ることが示唆されている（Levin, 2005）。Fig. 0-3に糸状菌、酵母および哺乳類
の PKCと PKCアイソザイムである Protein kinase N（PKNまたは PKC-related 
kinase: PRK）のアミノ酸配列に基づく系統樹を示した（堀内, 2009）。子嚢菌類
に属する糸状菌の PKC は相互に近縁の関係にあるのに対し、S. cerevisiae の
PKC（Pkc1p）はこれら子嚢菌類の糸状菌の PKCとは比較的保存度が低く、S. 
cerevisiaeの Pkc1pと糸状菌の PKCとでは一部機能が異なる可能性が考えられ
る。 
 
0-3-2. 酵母における PKC 
 S. cerevisiae は真核微生物の中で最も PKC 研究が進んでいる生物である。
Pkc1p をコードする PKC1 の欠失は通常の条件では致死的であり、欠失株は最
終的な表現型（terminal phenotype）として、小さな budを形成した状態で細胞
周期が停止し、出芽部位において溶菌が見られるが（Levin et al., 1990）、この
致死性は培地への浸透圧安定化剤の添加により抑圧される。これまでの解析に
より Pkc1p の中心的役割は細胞壁の完全性の維持に機能するシグナル伝達経路
（Cell Wall Integrity（CWI）経路）に関わるものと考えられている。CWI経路
では細胞壁の異常を感知するセンサーである Wsc1~3p、Mid2p、Mtl1p から、
Rho1pのグアニンヌクレオチド交換因子（GEF）である Rom2pを介して Rho1p
に伝えられたシグナルを、Pkc1pが受け取り、下流の MAPキナーゼのカスケー
ドに伝える役割を担う。この場合 MAPキナーゼのカスケードには MAPKKKと
して Bck1p、MAPKK として Mkk1p/2p、MAPK として Slt2p(Mpk1p)が含まれ、
Slt2p が転写因子である Rlm1p、SBF 複合体（Swi4p と Swi6p の複合体）を活
性化して遺伝子発現が制御される（Fig. 0-4）（Levin, 2011）。Pkc1pは CWI経
路に関わる機能以外にも様々な機能を持つことが示唆されている。高温ストレ
ス時や酸化ストレス時に bud に局在するアクチンが一時的に脱局在化して細胞
質中に拡散し、一定時間後に再び bud への局在化が見られるが、Pkc1p がアク
チンの脱局在化とその後の再局在化に関与することが示唆されている（Delley 
and Hall,1999、Dong et al., 2003、Pujol et al., 2009、Guo et al., 2009）。また、
Pkc1p が oligosaccharyltransferase（OT）の複数のサブユニットと結合するこ
と、pkc1欠失株では OT活性が低下することが示されており、Pkc1pがタンパ
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ク質のN型糖鎖付加の制御に関与することが示唆されている（Park and Lennarz, 
2000）。Pkc1p はリン脂質合成に関わる遺伝子の転写を抑制する因子である
Opi1p のリン酸化を介してこれらの遺伝子の転写を正に制御することが示唆さ
れている（Sreenivas et al., 2001）。これに加え、Pkc1pがコリンからホスファ
チジルコリンを合成する経路で機能する Cki1p をリン酸化すること、Pkc1p 依
存的に Cki1pの活性が亢進することが示されており（Choi, et al., 2005）、これ
らのことから Pkc1p がリン脂質合成制御にも関与することが示唆されている。
さらに、野生型株では高温ストレス時に形質膜画分のキチン合成酵素 Chs3pが
増加するのに対し、pkc1温度感受性株ではこの増加が見られないことが示され
ており、Pkc1p が Chs3p の細胞内輸送に関与することが示唆されている
（Valdivia and schekman, 2003）。最近の解析では、形質膜や細胞壁に損傷が生
じた場合、Budに局在していた formin である Bni1pが Pkc1p依存的に分解され
て細胞が脱極性化すること、細胞の脱極性化によって formin である Bnr1p や
Rom2p、Rho1p、Pkc1p が損傷部位に局在するようになり、損傷部位にキチン
合成酵素 Chs3pがリクルートされて損傷部位におけるキチン合成が誘導される
ことが示されており、Pkc1p が極性を制御することで細胞の損傷の修復に関与
することが示唆されている（Kono et al, 2012）。S. cerevisiaeの Pkc1pは HR1
ドメインの他に、C1ドメインにもRho1pが結合することが示されており、Pkc1p
が上流からのシグナルの違いにより、下流に選択的なシグナル伝達を行うこと
が推測されている（Nonaka et al, 1995）。一方 Pichia pastorisにおいては、PKC
をコードする遺伝子の不活化によりタンパク質分泌が亢進することが報告され
ている（Larsen et al., 2013）。 
 
0-3-3. 糸状菌における PKC 
 これまでに少なくとも 9種類の糸状菌（A. nidulans、A. oryzae、Aspergillus 
niger、T. reesei、Neurospora crassa、Tuber borchii、Tuber magnatum、
Cochliobolus heterostrophus、Ashbya gossypii）において PKCをコードする遺
伝子が単離されており（Ichinomiya et al., 2007、Juvvadi et al., 2007、Morawetz 
et al., 1996、Lendenfeld and Kubicek, 1998、Arpaia et al., 1999、Ambra and 
Macino, 2000、Oeser, 1998、Lengeler et al., 2013）。A. nidulansにおいて PKC
をコードする遺伝子 pkcA は当研究室の一宮により初めて単離され、真菌類の
PKC において保存されている複数の領域が PkcA においてもよく保存されてい
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ることが明らかとなった（一宮, 2004）。その後のゲノム情報の公開により、pkcA
は A. nidulansにおいて PKCをコードする唯一の遺伝子であることが示されて
いる（Galagan et al., 2005）。これまでに当研究室では 2種の遺伝的背景の異な
る株において pkcA 欠失株の取得が試みられており、pkcA を欠失した核と野生
型の核からなるヘテロカリオン（遺伝的背景の違いによりそれぞれ///pPSP-16
株、!pkcA-1h株と命名）と、ヘテロカリオンから生じたと考えられるヘテロ二
倍体のみが取得されている（Ichinomiya et al., 2007、内田, 2008）。///pPSP-16
株、!pkcA-1h 株の分生子を選択培地で培養した場合、pkcA を欠失した核のみ
を持つホモカリオン化したと考えられる細胞では発芽管は形成されるが、頻繁
に溶菌が見られ、長時間培養してもコロニーは形成されなかった（Fig. 0-5）
（Ichinomiya et al., 2007、内田, 2008）。また、両株の分生子を、浸透圧安定化
剤として 1.0 M のソルビトールを添加した選択培地で培養した場合にもコロニ
ーは形成されず、pkcA は A. nidulans の生育に必須の遺伝子であることが強く
示唆されている (Ichinomiya et al., 2007、内田, 2008) 。これまでに N. crassa、
C. heterostrophusにおいてPKCをコードする遺伝子の欠失株の取得が試みられ
たが、これらを欠失した一倍体ホモカリオンは取得されなかったことから、N. 
crassa、C. heterostrophusにおいても PKCは生育に必須であることが示唆され
ている（Colot et al., 2006、Oeser, 1998）。一方、S. cerevisiaeと非常に近縁な
糸状菌 A. gossypii では PKC をコードする pkc1 の欠失株が取得されている
（Lengeler et al., 2013）。 
 A. nidulansにおいて pkcAの発現を抑制または誘導した株や C1Bドメイン近
傍のグリシンがアルギニンに置換された PkcAを生産する株（calC2変異株）は
細胞壁にストレスを与える薬剤に高感受性を示すことから、PkcAは細胞壁の完
全性維持に必要であることが示唆されている（Ronen et al., 2007、Ichinomiya et 
al., 2007、Teepe et al., 2007）。また、C末端に GFPを付加した PkcAが菌糸先
端や隔壁形成部位、フィアライド先端に局在すること、calC2変異株では分生子
形成効率が低下することから、PkcAが極性生長や隔壁形成、分生子形成に関与
することが示唆されている（Teepe et al., 2007）。さらに pkcAの発現を抑制し
た場合に、ペニシリン合成に関わる遺伝子の転写が誘導されること、これらの
遺伝子の転写を抑制する因子 AnBH1 が核外に局在するようになることから、
PkcA が AnBH1 を介してペニシリン合成に関わる遺伝子を抑制する機能を持つ
ことが示唆されている（Herrmann et al., 2006）。farnesolで処理した場合に野
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生型株で見られる Unfolded Protein Response（UPR）の指標となる hacA mRNA
のプロセシンングの誘導が calC2 変異株ではほとんど見られないことから、
PkcAが UPRにも関与することも示唆されている（Colabardini et al., 2010）。   
 N. crassaの PKCである NPKCは転写因子であるWC-1のリン酸化を介して
光応答に関わる遺伝子の転写を制御することが示されている（Franchi et al., 
2005）。また、NPKC が菌糸先端や分岐の先端、菌糸先端からやや後方の部位、
形成中の隔壁に局在し、細胞質中にも存在すること、PMA や DAG アナログで
ある 1,2-ダイオクタノイル-sn-グリセロール（DOG）を処理した場合に細胞質
中に存在していた NPKC が一時的に形質膜に局在を変化させることが示されて
いる（Khatun et al., 2011）。A. oryzaeの PKCはWoronin bodyタンパク質であ
る AoHex1 をリン酸化することで AoHex1 のマルチマー化を促進することが示
されている（Juvvadi et al., 2007）。A. gossypiiの pkc1欠失株は著しい生育の悪
化、高頻度の菌糸先端での溶菌が見られること、この株では高温条件下や Ca2+、
Cu2+、0.8 Mのマンニトールの存在下でも生育にほとんど影響が見られないこと
が示されている（Lengeler et al., 2013）。 
 
0-3-4. A. nidulansにおける pkcA温度感受性株 
 S. cerevisiaeでは UVを変異原とした PKC1の温度感受性株が複数取得され
ている（Levin and Bartlette-Heubusch, 1992）。これらの株では PKC1 ORFの 3’
側に変異が入っており、Pkc1p のキナーゼドメインの配列中にアミノ酸置換が
起きている。これらの株は制限温度下で生育不能であり、非制限温度から制限
温度へのシフトにより、細胞周期の G2期での停止、タンパク質合成の低下、生
存率の低下、溶菌の増加などの表現型が見られる。一方で培地にカルシウムを
添加することでこれらの株の高温での生育は支持される。当研究室の内田は、
S. cerevisiaeにおいて野生型 Pkc1pの代わりに 1023番目のプロリンがロイシ
ンに置換されたPkc1pを生産するpkc1温度感受性株（pkc1-2変異株）（Levin and 
Bartlett-Heubusch, 1992）の知見を基に、PkcAにおいて相当するアミノ酸であ
る 959 番目のプロリンをロイシンに置換したタンパク質を野生型 PkcA の代わ
りに生産する株を作製し解析した結果、この株は高温感受性株（pkcA-ts株）と
なることが示された。この pkcA 温度感受性株は 30℃では野生型株と同等の生
育を示すのに対し、37℃では生育の遅延、分生子形成効率の著しい低下がみら
れ、42℃では生育することができない（内田, 2008）。このことから、PkcA が
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生育に必須な機能と分生子形成に関わる機能を持つことが示唆されている。 
  
 以上、示したように糸状菌において PKCは非常に幅広い現象に関与する機能
を持つことが示唆されている。A. nidulans の PkcA は細胞壁完全性維持に関わ
る機能を持つことから、PkcAの機能解析により得られる知見は選択性の高い抗
真菌薬の探索に利用できると考えられる。また、糸状菌のタンパク質分泌は主
に菌糸先端から起こることが知られており、菌糸型での生長はその高分泌性と
密接に関連することが明らかにされている。PkcAは極性生長に関与することか
ら、菌糸状の形態形成に重要であることが示唆され、PKC の極性生長における
機能を解明することは高分泌能を持つ菌の育種に繋がると考えられる。実際、
P. pastorisでは PKCがタンパク質の分泌に関与することが示唆されており、糸
状菌でもPKCがタンパク質の分泌に関与する機能を持つ可能性が十分考えられ
るため、PKC の機能解析は糸状菌におけるタンパク質の生産などの産業分野へ
の貢献に繋がることが期待される。PkcAはペニシリン合成制御にも関わる機能
を持つことから、他の二次代謝産物の合成制御にも関与する可能性が考えられ
る。PKC の二次代謝産物生産に関わる機能解析は糸状菌による有害な二次代謝
産物生産の抑制や新規な二次代謝産物の同定に繋がると考えられる。しかし、
これまでに糸状菌の PKC の機能について詳細な解析がなされた例は少なく、
PKC の働く分子機構はほとんど未解明である。そこで本研究では糸状菌におけ
る PKCの機能を明らかにするため、A. nidulansの PkcAについてその機能解析
を行った。 
 
0-4. 本論文の内容 
 第 1章では活性化型 PkcAを高生産できる株を作製し、この株を用い PkcAの
細胞壁合成酵素遺伝子群の転写制御への関与について検討した。さらに A. 
nidulansにおける S. cerevisiaeの RLM1のオルソログである rlmAの欠失株を
作製し、RlmAの細胞壁合成酵素遺伝子群の転写制御への関与について検討した。 
 第 2章では pkcA-ts株の 42℃における表現型を解析し、この株が 42℃で致死
となる原因について検討した。また、培地に浸透圧安定化剤を添加した条件で
もこの株が 42℃で致死となる原因について検討した。 
 第3章ではPkcA活性化条件および失活条件における網羅的転写解析を行った。
そして、PkcAの sterigmatocystin合成への関与について検討した。 
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 なお、第 2章で示す内容は報文（Katayama et al., 2012）として既に報告した
内容である。 
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Fig. 0-1 A. nidulansの生活環 
（Todd et al., 2007 より改変して転載） 
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Fig. 0-2 哺乳類、真菌類のPKCの構造 
（堀内, 2009より改変して転載） 
ヒトの３種のPKCアイソザイム（HsPKC!、HsPKC"、HsPKC#）、S. cerevisiaeのPkc1p、A. nidulansの
PkcAの構造を示した。PSは偽基質配列（pseudosubstrate sequence）、Kinaseはキナーゼドメインを表
す。 
HsPKN2!
HsPKC!!
HsPKC"!
SpPck1!
ScPkc1p!
AgPkc!
CaPkc!
RoPkc!
CcPkc!
SpPck2!
YlPkc!
TrPkc!
MgPkc!
NcPkc!
AfPkc!
AoPkc!
AnPkcA!
0.1!
Fig. 0-3 PKCの系統樹 
（堀内, 2009より改変して転載） 
Hs:Homo sapiens、An:A. nidulans、Sc:S. cerevisiae、Sp:Shizosaccharomyces pombe、Ag:Ashbya 
gossypii、Ca:Candida albicans、Ro:Rhizopus oryzae、Cc:Coprinus cinereus、Yl:Yallowia lipolytica、
Nc:Neurospora crassa、Mg:Magnaporthe grisea、Tr:Trichoderma reesei、Af:Aspergillus fumigatus、
Ao:Aspergillus oryzae。このうちR. oryzaeは接合菌類、C. cinereusは担子菌類に属するが、それ以外
の菌は子嚢菌類に属するスケールはサイトあたりの置換数を表す。 
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Fig. 0-5 pkcA欠失株の形態 
（Ichinomiya et al., 2007） 
それぞれの株の分生子をアルギニンを含まない選択培地で培養した場合の形態。Aはアルギ
ニン非要求性の野生型株、B、 C、アルギニン要求性の野生型株、D-Fは///pPSP-16株（ヘ
テロカリオン）を示す。白矢頭は細胞の溶菌した部位を示し、黒矢頭はpkcAを欠失してい
ない核をもつアルギニン要求性の分生子だと思われるものを示す。 
Fig. 0-4 S. cerevisiaeのCWI経路 
（Levin, 2011） 
　形質膜においてセンサータンパク質であるWsc1、2、3、Mid2、Mtl1からシグナルが伝達され
る。これらのタンパク質は、GEFであるRom1/2を形質膜にリクルートするホスファチジルイノ
シトール-2-リン酸（PIP2）と共にヌクレオチド交換因子であるRho1を刺激する。それぞれのセンサータンパク質からのシグナルの強さを矢印の太さで示す。GEFであるTus1やPkh1/2による
制御機構も示す。Rho1のエフェクターには!-1,3-グルカン合成酵素（GS）、formin（Bni1）、
Sec3、Pkc1-activated MAPK cascadeが含まれる。Mlp1はキナーゼ活性をもたないMpk1のパラ
ログで転写制御に寄与する。この経路では転写因子であるRlm1とSBF（Swi4/6）が活性化され
る。破線で示したようにSkn7も細胞壁完全性維持に関わる転写制御機構に寄与する可能性が考
えられる。右の図はBudの先端で溶菌が見られるpkc1を欠失した細胞の電子顕微鏡写真を示す。 
第 1章 細胞壁合成酵素遺伝子群の転写制御に関わる PkcAの機能 
本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年
以内に出版予定。 
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第 2章 高温条件における PkcAの機能解析 
 
2-1. 序 
 序章で述べたように Saccharomyces cerevisiaeの PKCである Pkc1pは細胞
壁の完全性維持に必要とされ、pkc1欠失株は浸透圧安定化剤のない条件では生
育不能であるが、浸透圧安定化剤の存在によりその生育が支持される（Levin and 
Bartlett-Heubusch, 1992）。一方、Aspergillus nidulansの PKCである PkcAには
真菌類の PKC において保存されている複数の領域が保存されている（一宮, 
2004）。しかし、S. cerevisiaeと異なり pkcA欠失株は浸透圧安定化剤の存在す
る条件下でも生育不能であり、pkcA温度感受性株（pkcA-ts株）も 42℃では生
育することができないことから、PkcAは Pkc1pとは異なる生育に必須な機能を
持つことが示唆されている（Fig. 1-8A）（Ichinomiya et al., 2007、内田, 2008）。 
 アポトーシスは能動的に細胞死を誘導する機構であり、多細胞生物において
不必要な細胞を除去することで適切な成長を保障するだけでなく、ウイルスの
感染した細胞やDNAの損傷した細胞を除去することで生物に対する脅威を抑制
すると考えられている。多細胞生物においてアポトーシスが誘導された細胞で
は細胞内における活性酸素種の蓄積、ホスファチジルセリンの細胞膜外層への
露出、クロマチンの凝集、DNAの断片化などの特徴的な表現型が見られるが、
これらの表現型は S. cerevisiaeにおいても観察されている。また、ほ乳類にお
いてアポトーシスに関連するタンパク質のオルソログが S. cerevisiaeにも多数
保存されていることが示唆されている（Carmona-Gutierrez et al., 2010）。A. 
nidulans においてもアポトーシスを誘導する farnesol を用いた研究がなされて
いるが、アポトーシスの詳細な制御機構についてはほとんど明らかとなってい
ない（Savoldi et al., 2008、Dinamarco et al., 2010、Colabardini et al., 2010）。 
 細胞の方向性のある生長や形態変化は生物が増殖し、生長、分化する過程に
おいて必要不可欠なものである。S.cerevisiaeでは出芽時やフェロモン応答時に
新たに極性が形成され、細胞の形態変化が起こる（Fig. 2-1）（Slaughter et al., 
2009）。この過程ではまず細胞の表層に存在するタンパク質により Rho-type 
GTPaseである Cdc42pが部位特異的に活性化され、そこに極性形成に働くタン
パク質が輸送される。これらは活性化された Cdc42pや Cdc42p依存的に活性化
される formin の働きにより重合されたアクチンによって極性形成部位に輸送さ
れる（Slaughter et al., 2009）。A. nidulansは発芽管形成や分岐の形成、有性、
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無性生殖器官の分化などの形態変化を伴う過程を有し、極性の形成はより厳密
に制御されていると考えられる。A. nidulansの分生子発芽過程ではまず無極性
生長により細胞が膨張し、その後ある時点において極性が形成されて発芽管が
形成される（Fig. 2-2）。A. nidulansは Cdc42pのオルソログである ModAの他
に極性形成に関わる Rho-type GTPaseとして RacAを持つ。ModAや RacA、
Bni1p のオルソログである SepA の解析から、A. nidulans においても極性形成
過程で ModA、RacA、SepAが重要な役割を担うと考えられている（Virag et al., 
2007、Sharpless and Harris, 2002）。しかしながら、ModAや RacA、SepAの
詳細な制御機構は明らかとなっていない。 
 本章では高温条件における PkcAの機能解析を目的とし、まず pkcA温度感受
性株の高温条件における表現型を詳細に解析した。分生子発芽時に、アポトー
シスが誘導された細胞に特徴的な表現型が見られたことから、PkcAがアポトー
シス誘導の抑制に関わる機能をもつことが推定され、その機構について解析し
た。また、浸透圧安定化剤の存在によりアポトーシスの誘導は抑圧されるが、
過度に膨張した細胞が見られたことから、Lifeact-EGFPを用いて F-アクチンの
観察を行い、PkcAの極性形成に対する機能についても解析した。 
 
2-2. 材料と方法 
2-2-1. 本章で用いた菌株 
 Escherichia coli 
  DH5! : F-, "80dlacZ#M15, #(lacZYA-argF)U169, deoR, recA1, endA1, 
hsdR17(rK-, mK+), phoA, supE44, $-, thi-1, gyrA96, relA1 
 
  Saccharomyces cerevisiae 
  W303-1A : MATa ade2-1 ura3-1 his3-11,15 trp1-1 leu2-3,112 can1-100 
 
  本章で用いた A. nidulans菌株を Table 2-1に示した。 
 
2-2-2. 本章で用いたオリゴヌクレオチド 
  本章で用いたオリゴヌクレオチドを Table 2-2に示した。 
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2-2-3. 本章で用いたプラスミド 
  本章で用いたプラスミドを以下に示す。 
 
  pUC18（TaKaRa） 
  pBluescript II SK+（Stratagene） 
  pEGFP（CLONTECH） 
  pUCpyroA2（小野, 2008）（第 1章 1-2-3参照） 
  pBSpyrG（本論文） 
  ppyrGLA（本論文） 
  pBSbckA（本論文） 
  pBSbckA!（本論文） 
  pbckA::pyroA（本論文） 
 pSBegfp（本論文） 
 ppyroA-GFP（本論文） 
 psepA3（本論文） 
 pGFP-sepA3（本論文） 
 psepAORF（本論文） 
 psepAOC（本論文） 
 psepA-GFP（本論文） 
  
2-2-4. プラスミドの構築 
・pBSpyrG 
 FGSC A26株の全 DNAを鋳型とし、pyrGF、pyrGRをプライマーとして使用
して PCRにより増幅した pyrGのORF全長を含む約 4.5 kbpのDNA断片を Bgl 
II -EcoR V 消化して得られる約 3.5 kbp の DNA 断片と、pBluescript II SK+を
BamH I - EcoR V消化して得られる約 3.0 kbpのDNA断片とを連結し、pBSpyrG
を作製した。 
 
・ppyrGLA 
 alcA(p)-pkcA-3株の全 DNAを鋳型とし、riboBF、alcApRをプライマーとして
使用して riboBの下流に alcAプロモーター（alcA(p)）を連結した約 2.5 kbpの
DNA断片を PCRにより増幅した。次に S. cerevisiae W303-1A株の全 DNAを
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鋳型とし、alcA(p)-abp140、abp140R-link2をプライマーとして使用して ABP140
の 5’末 51 bpを含む約 0.1 kbpの DNA断片を PCRにより増幅した。さらに、
pEGFP を鋳型とし、link2-egfpF、BamHI-egfpR をプライマーとして使用して
egfpの ORFを含む約 0.7 kbpの DNA断片 PCRにより増幅した。これら 3断片
を鋳型とし、riboBF、BamHI-egfpRをプライマーとして使用して alcA(p)の直下
流に、ABP140の5’末51 bpの3’末端にegfpが連結した断片が連結した約3.3 kbp
の DNA断片を PCRにより増幅した。この DNA断片を BamH I - Nde I消化し
て得られる約 1.5 kbpの断片と pBSpyrGを BamH I - Nde I消化して得られる約
6.5 kbpの断片を連結し、ppyrGLAを作製した。 
 
・pBSbckA 
 FGSC A26株の全 DNAを鋳型とし、5bckAF、3bckAR-2をプライマーとして
使用してPCRにより増幅したS.cerevisiae BCK1のオルソログbckA（AN4887）
の ORFを含む約 9.9 kbpの DNA断片を Hind III - Sca I消化して得られる約 9.1 
kbpの DNA断片と pBluescriptII SK+を Hind III - Sma I消化して得られる約 3.0 
kbpの DNA断片とを連結し、pBSbckAを作製した。 
 
・pBSbckA! 
 pBSbckAを Bsp1407 I消化して得られる、pBSbckAから bckAの ORFを除
いた約 6.7 kbpの DNA断片を自己連結し、pBSbckA!を作製した。 
 
・pbckA::pyroA 
 pBSbckA! を Bst1107 I 消化して得られる約 6.7 kbp の DNA 断片と
pUCpyroA2を Bst1107 I - Aor51H I消化して得られる pyroA ORF全長を含む約
2.3 kbpの DNA断片を連結して pbckA::pyroAを作製した。 
 
・pSBegfp 
 pEGFP を鋳型とし、Smaegfp、BamHI-egfpR をプライマーとして使用して
PCRにより増幅した egfpのORFを含む約 0.7 kbpのDNA断片をBamH I - Sma 
I消化して得られる約 0.7 kbpのDNA断片と pUC18を BamH I - Sma I消化して
得られる約 2.7 kbpの DNA断片とを連結し、pSBegfpを作製した。 
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・ppyroA-GFP 
 pSBegfp を BamH I - Pst I 消化して得られる約 3.4 kbp の DNA 断片と
pUCpyroA2を BamH I - Pst I消化して得られる約 2.7 kbpの DNA断片とを連結
し、ppyroA-GFPを作製した。 
 
・psepA3 
 FGSC A1149株の全 DNAを鋳型とし、ERV-sepA3F、sepARをプライマーと
して使用して PCRにより増幅した sepAの ORF下流約 1.3 kbpの DNA断片を
EcoR V - Sca I消化して得られる約 1.1 kbpの DNA断片と pBluescript II SK+を
EcoR V消化して得られる約 3.0 kbpの DNA断片とを連結し、psepA3を作製し
た。 
 
・pGFP-sepA3 
 psepA3を Hind Ⅲ - EcoR V消化して得られる約 1.1 kbpの DNA断片と、
ppyroA-GFPを Hind Ⅲ - Aor51H I消化して得られる約 5.1 kbpの DNA断片とを
連結し、pGFP-sepA3を作製した。 
 
・psepAORF 
 FGSC A1149株の全 DNAを鋳型とし、ERV-sepAF、ERV-sepAORFRをプラ
イマーとして使用して PCR により増幅した sepA の ORF を含む約 5.4 kbp の
DNA断片を EcoR V消化して得られる約 5.4 kbpの DNA断片と pBluescript II 
SK+を EcoR V消化して得られる約 3.0 kbpの DNA断片とを連結し、psepAORF
を作製した。 
 
・psepAOC 
 psepAORFを EcoR I消化して得られる sepAのORFを切り縮めた約 4.6 kbp
の DNA断片を自己連結し、psepAOCを作製した。 
 
・psepA-GFP 
 psepA-AOCを EcoR I - EcoR V消化して得られる約 1.7 kbpの DNA断片と
pGFP-sepA3を EcoR I - Sma I消化して得られる約 6.2 kbpの DNA断片とを連
結し、psepA-GFPを作製した。 
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2-2-5. 本章で使用した A. nidulans菌株の作製 
2-2-5-1. alcA(p) 制 御 下 で lifeact-egfp を 発 現 す る A. nidulans 菌 株
（alcA(p)-lifeact-egfp株）の作製 
 ppyrGLA（2-2-4 参照）を鋳型とし、pyrG5、pyrGRnをプライマーとして PCR
により増幅した約 3.0 kbpの DNA断片を用い、A1149株、pkcA-ts-2株を親株
として形質転換を行った。ウリジン及びウラシル要求性の回復した 2 株以上の
形質転換体を取得し、これらの株の全 DNAを EcoR V消化後、ppyrGLAを鋳型
とし、pyrG5、pyrG3 をプライマーとして使用して PCR で増幅した約 0.9 kbp
の DNA断片をプローブとしてサザン解析を行った。A1149株では 4.7 kbpのバ
ンドが検出されたのに対し、A1149株由来の形質転換体 2株、pkcA-ts-2株由来
の形質転換体 2株では 5.8 kbpのバンドが検出され、その他のバンドは検出され
なかった（Fig. 2-4）。よってこれらの形質転換体では形質転換に用いた断片が目
的の領域のみに単コピーで組換えられたことが確認された。A1149 株由来の株
については A1149LA-1、-2、pkcA-ts-2 株由来の株については pkcA-tsLA-1、-2
と命名した。A1149LA-1、-2 あるいは pkcA-tsLA-1、-2 はそれぞれ生育速度、
コロニーの形態が同様であったため、以後の実験では A1149LA-1 および
pkcA-tsLA-1を用いて解析を行った。 
 
2-2-5-2. bckA欠失株の作製 
 pbckA::pyroA（2-2-4 参照）を Hind III、Spe I消化して得られる約 6.2 kbpの
DNA断片を用い、A1149株、A1149LA-1株を親株として形質転換を行った。ピ
リドキシン要求性の回復した 2 株以上の形質転換体を取得し、これらの株の全
DNAを Pst I消化後、p!bckAを Bst1107 I、Hind III消化して得られる約 0.8 kbp
の DNA断片をプローブとしてサザン解析を行った。A1149株では 2.0 kbpのバ
ンドが検出されたのに対し、それぞれの形質転換体では 3.2 kbpのバンドが検出
され、その他のバンドは検出されなかった（Fig. 2-3）。よってこれらの形質転換
体では形質転換に用いた断片が目的の領域のみに単コピーで組換えられたこと
が確認された。A1149 株由来の株についてはそれぞれ !bckA-1、-2、A1149LA
株由来の株についてはそれぞれ !bckALA-1、-2と命名した。!bckA-1、-2ある
いは !bckALA-1、-2はそれぞれ生育速度、コロニーの形態が同様であったため、
以後の実験では !bckA-1、!bckALA-1を用いて解析を行った。 
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2-2-5-3. N末端に EGFPの連結した ModAを生産する株の作製 
 FGSC A1149株の全 DNAを鋳型とし、modA1、modAupRをプライマーとし
て使用して modAの ORF上流約 1.3 kbpの位置から約 2.4 kbpの位置までの約
1.1 kbpの DNA断片（断片 1）を、modA(p)F、modA(p)Rをプライマーとして
使用して modAの ORF上流約 1.3 kbp（modAプロモーター領域）の DNA断片
（断片 2）を、modAORFF、modA4をプライマーとして使用して modAの ORF
と下流を含む約 2.0 kbp の DNA 断片（断片 3）を PCR により増幅した。次に
pUCpyroA2を鋳型とし、pyroA5n、pyroA3nをプライマーとして使用して pyroA
の ORFを含む約 2.4 kbpの DNA断片（断片 4）を PCRにより増幅した。さら
に、pEGFP を鋳型と、5EGFPF、egfpR-L1 をプライマーとして使用して egfp
の ORFを含む約 0.9 kbpの DNA断片（断片 5）を PCRにより増幅した。断片
1、2、5 を鋳型とし、modA1、modA(p)R をプライマーとして使用して modA
プロモーター領域より上流の領域と pyroA、modAプロモーター領域がこの順番
で連結した約 5.7 kbpの DNA断片（断片 6）を PCRにより増幅した。次に断片
3、4 を鋳型とし、5EGFPF、modA4 をプライマーとして使用して modA の 5’
末端に egfpが連結した約 2.9 kbpの DNA断片（断片 7）を PCRにより増幅し
た。さらに、断片 6、7 を鋳型とし、modA5、modA6 をプライマーとして使用
して PCRにより増幅した N末端に EGFPの連結した ModAを生産する株を作
製するため約 7.5 kbpの DNA断片を用い、A1149株を親株として形質転換を行
った。ピリドキシン要求性の回復した 2 株以上の形質転換体を取得し、これら
の全 DNA を Nco I 消化後、FGSC A1149 株の全 DNA を鋳型とし、modA1、
modAupRをプライマーとして使用して PCRにより増幅した約 1.1 kbpの DNA
断片をプローブとしてサザン解析を行った。A1149 株では約 4.6 kbp のバンド
が検出されたのに対し、形質転換体では約 7.5 kbpのバンドが検出され、その他
のバンドは検出されなかった（Fig. 2-4）。よってこれらの形質転換体では形質転
換に用いた断片が目的の領域のみに単コピーで組換えられたことが確認された。
これらの形質転換体をWEM-1、-2と命名した。これらの株はそれぞれ生育速度、
コロニーの形態が同様であったため、以後の実験ではWEM-1を用いて解析を行
った。 
 
2-2-5-4. C末端に EGFPの連結した SepAを生産する株の作製 
 psepA-GFP（2-2-4参照）を EcoR I - PmaC I消化して得られる約 5.3 kbpの
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DNA断片を用い、A1149株を親株として形質転換を行った。ピリドキシン要求
性の回復した 2株以上の形質転換体を取得し、これらの全 DNAを EcoR I消化
後、psepA3を Bgl Ⅱ消化して得られる約 0.6 kbpをプローブとしてサザン解析
を行った。A1149 株では約 4.2 kbp のバンドが検出されたのに対し、形質転換
体では約 7.0 kbpのバンドが検出され、その他のバンドは検出されなかった（Fig. 
2-5）。よってこれらの形質転換体では形質転換に用いた断片が目的の領域のみ
に単コピーで組換えられたことが確認された。これらの形質転換体を
SepA-EGFP-1、-2と命名した。これらの株はそれぞれ生育速度、コロニーの形
態が同様であったため、以後の実験では SepA-EGFP-1を用いて解析を行った。 
 
2-2-6. PCR 
2-2-7. 培地 
2-2-8. DNAの取扱法 
2-2-9. 塩基配列の決定法 
2-2-10. E. coliの形質転換法と E. coliからのプラスミド抽出法 
2-2-11. A. nidulansの形質転換法 
2-2-12. A. nidulansからの全 DNAの抽出法 
2-2-13. サザン解析 
 以上の項目は第 1章「1-2. 材料と方法」に示した方法で行った。 
 なお「2-2-7. 培地」では alcA(p)を用いて遺伝子発現を誘導する際に「1-2-7. 培
地」に示した培地に加え、炭素源を Glucoseから 100 mMの threonineに変更
した完全培地（YT培地）を使用した。 
 
2-2-14. S. cerevisiaeからの全 DNAの抽出法 
 S. cerevisiaeからの全 DNAの抽出には Genとるくん™（酵母用）を用い、
使用法はその説明書に従った。 
 
2-2-15. 蛍光顕微鏡観察 
 蛍光顕微鏡観察では、必要に応じて以下の試薬を用いた。 
4’,6-diamidino-2-phenylindole（DAPI、Wako） 
2’,7’-dichlorodihydorofluorescein diacetate（H2DCFDA、invitrogen） 
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核の染色には、蒸留水またはTBSで50 µg/mlに調製したDAPI溶液を用いた。
各条件、1 ml の液体培地で培養した菌体を 70%エタノールで-20℃、一晩固定
した。その後遠心により菌体を回収し、1 mlの蒸留水または TBSで洗浄後、DAPI
溶液を 50 µl加え、暗所で 5分間染色した。これを 1 mlの蒸留水または TBSで
洗浄し、顕微鏡観察に供した。細胞内の活性酸素種（Reactive oxygen species
（ROS））の検出には、ジメチルスルホキシド（DMSO） で 1 mMに調製した
H2DCFDAを用いた。H2DCFDAは安定に細胞内に保持され、酸化されることに
よって蛍光を発するため、細胞内の活性酸素の検出に用いられる。各条件、1 ml
の液体培地で培養した菌体を 200 µlの TBSで洗浄後、200 µlの TBSに懸濁し
た。これに 1 mMの H2DCFDAを 2 µl加え、30℃で 3時間インキュベートした。
その後、これを 200 µlの TBSで 2回洗浄し、20 µlの MOPS7 buffer（0.1 M 
MOPS-NaOH（pH 7.0））に懸濁して顕微鏡観察に供した。 
観察には落射蛍光顕微鏡（BX52、Olympus）を用い、観察像は冷却 CCDカメ
ラ ORCA-ER（浜松ホトニクス）を用いて取込み、AQUACOSMOS基本ソフト
ウェア（浜松ホトニクス）を用いて解析した。 
 TBSの組成は「1-2-16. ウエスタン解析」に示した。 
 
2-2-16. FACS解析 
 各条件、1 ml の液体培地培養した菌体を 70%エタノールで-20℃、一晩固定
した。その後、遠心により菌体を回収し、1 mlの 50 mMクエン酸溶液で洗浄後、
10 µg/mlの RNase Aを含む 50 mMクエン酸溶液を 500 µl加え、37℃で 4時間
静置した。その後、16 μg/mlのヨウ化プロピジウムを含む 50 mMクエン酸溶液
を 500 µl加え、4oCで 1時間以上インキュベートした。この上清を遠心により
取り除き、1 ml の PBS で 2 回洗浄した後、1 ml の PBS に懸濁して FACStar 
fluorescence-activated cell sorter（Becton Dickinson）による解析に供した。 
 それぞれの溶液の組成は以下の通りである。 
 
PBS      
 NaCl                                8.0 g  
 KCl                                 0.2 g  
 Na2HPO4                          1.44 g  
 KH2PO4                           0.24 g  
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 Distilled water              up to 1000 ml  
      
2-2-17. 生菌率測定法 
 希釈管に入れた 5 mlの液体培地に 107個の分生子を植菌し、0～6時間振盪培
養した。その後、水で 103個/ml となるように希釈し、この溶液 100 µl を固体
YGuu 培地にプレーティングして 30℃で一晩培養した。形成されたコロニー数
を計測した。 
 
2-2-18. TUNEL assay 
 TUNEL assayは Terminal deoxynucleotidyl transferaseを用い、DNAの断片
化によって生じる3’遊離ヒドロキシル基に標識ヌクレオチドを付加することで、
断片化 DNAを標識し、可視化する手法である。150 µlの液体培地に約 106個の
分生子を植菌し、カバーガラス上で静置培養した。その後、カバーガラスに付
着した菌体を 200 µlの PBSで 3度洗浄し、2%パラホルムアルデヒドを含む 200 
µl の PBSを滴下し、室温で 1時間固定した。200 µlの PBSで 2度洗浄後、200 
µlの消化酵素液（3 mg/ml Yatalase、1 mg/ml LYSING ENZYME、10 mg/ml EGG 
WHITE）を滴下し、室温で 1時間静置した。 200 µlの PBSで 2度洗浄後、100 
µlの浸透化溶液（0.1% クエン酸ナトリウム、0.1% Triton X-100）を滴下し、室
温で 10分間静置した。200 µlの PBSで 2度洗浄後、50 µlの TUNEL reaction
（Roche） mixtureを滴下し、37℃、暗所で 1時間静置した。200 µlの PBSで
2度洗浄後、50 µlの 50 µg/ml DAPI溶液を滴下し、暗所で 5分間静置した。200 
µlの PBSで 2度洗浄後、カバーガラスをスライドガラスにかぶせ、顕微鏡観察
を行った。 
 
2-3. 結果 
2-3-1. 高温条件における pkcA-ts株の生菌率 
 高温条件において PkcA の担う生育に必須な機能について詳細に解析するた
め、まず野生型株、pkcA-ts 株の分生子を 42℃、液体 YGuu 培地で培養した場
合の生菌率を経時的に測定した。この結果、pkcA-ts株では培養 3時間後に著し
い生菌率の低下が見られた（Fig. 2-7）。このことから、高温条件において PkcA
は発芽初期に生育に必須な機能を担うことが示唆された。 
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2-3-2. 高温条件における pkcA-ts株の分生子の発芽時の形態および核分裂 
 高温条件において PkcA が発芽初期に生育に必須な機能を担うことが示唆さ
れたため、野生型株、pkcA-ts株の分生子を 42℃、液体 YGuu培地で 5時間培
養した場合の細胞の形態を観察した。野生型株の分生子では無極性生長とそれ
に続く発芽管形成が見られたのに対し、pkcA-ts株の分生子では無極性生長が途
中で停止し、発芽管の形成は見られなかった（Fig. 2-8）。さらに、pkcA-ts株の
一部の細胞では溶菌している様子が観察された（Fig. 2-8矢頭）。これらの結果
から、pkcA-ts株では発芽時の無極性生長が正常に行われないと考えられた。 
 高温条件において pkcA-ts 株の分生子では無極性生長が停止するという表現
型が見られたことから、細胞周期が正常に進行しない可能性が考えられた。そ
こで、42℃、液体 YGuu 培地で 5 時間振盪培養した野生型株、pkcA-ts 株の核
を DAPIで染色して観察した。野生型株では複数の核をもつ細胞が観察されたの
に対し、pkcA-ts 株では一つの核をもつ細胞しか観察されなかった（Fig. 2-8）。
このことから、高温条件において pkcA-ts株では発芽時に核分裂が起こらないこ
とが示唆された。 
 
2-3-3. 高温条件における pkcA-ts株の DNA複製 
 高温条件において pkcA-ts 株では発芽時に核分裂が起こらないことが示唆さ
れた。次に、高温条件において pkcA-ts株で DNA複製が正常に行われるかどう
か検討するため、42℃、液体 YGuu培地で 0~5時間培養した野生型株、pkcA-ts
株の細胞における DNA含量あたりの細胞数を FACS解析により測定した。野生
型株では培養 3時間後から DNA複製が起こったと考えられる 2nの細胞数の増
加が見られ、培養 5時間後にはさらに DNA複製が行われたと考えられる 4nの
細胞数の増加が見られた（Fig. 2-9）。これに対し、pkcA-ts株では 2nや 4nの細
胞数の増加が見られず、培養 2時間後以降で DNA含量が n未満の細胞数の増加
が見られた（Fig. 2-9）。このことから、高温条件で pkcA-ts株を培養した場合、
DNA複製は起こらず、DNAが分解し、核分裂が起こらないことが示唆された。 
 
2-3-4. 高温条件における pkcA-ts株でのアポトーシス誘導の検討 
 DNAの分解はアポトーシスが誘導された細胞で見られる特徴的な表現型の一
つであることから、高温条件において pkcA-ts株ではアポトーシスが誘導される
可能性が考えられた。様々な真核生物においてアポトーシスが誘導された場合
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に、細胞内における ROSの蓄積や DNAの断片化といった特徴的な表現型が見
られることが示されている（Carmona-Gutierrez et al., 2010）。そこで、高温条
件で培養した pkcA-ts株においてこれらの表現型が見られるかどうか検討した。
細胞内における ROS の蓄積、DNA の断片化はそれぞれ H2DCFDA、TUNEL 
assayにより検出した。また、これまでに A. nidulansにおいてアポトーシスを
誘導することが知られている farnesol で処理した細胞をポジティブコントロー
ルとして用いた。野生型株、pkcA-ts 株の分生子を 42℃、液体 YGuu 培地で培
養し、細胞内の ROS の蓄積、DNA の断片化について検討したところ、野生型
株では ROSが蓄積した細胞の割合が 20%以下であり DNAの断片化もほとんど
検出されなかったのに対し、pkcA-ts 株とポジティブコントロールでは ROS の
蓄積した細胞の割合が 70%以上であり DNAの断片化も検出された（Fig. 2-10、
11）。これらの結果から、高温条件において発芽初期に PkcAがアポトーシス誘
導の抑制に関与することが示唆された。 
 
2-3-5. 高温条件における bckA欠失株、mpkA欠失株の表現型 
 S. cerevisiaeの Pkc1pは CWI経路において Bck1p、Mkk1p/2p、Slt2pからな
る MAPキナーゼカスケードを活性化することが示されている。A. nidulansにお
けるこれらのオルソログが高温条件におけるアポトーシス誘導の抑制に関与す
るかどうか検討するため、BCK1 のオルソログである bckA（AN4887）の欠失
株を 2-2-5-2に示した方法で作製した。 
 bckA 欠失株のコロニーの形態を観察するため、野生型株、bckA 欠失株の分
生子 103個を個体 YGuu培地および 1.2 Mのソルビトールを含む個体 YGuu培
地にスポット植菌し、37℃、42℃で 72 時間培養した。固体 YGuu 培地におい
て 37℃では bckA 欠失株のコロニーは野生型株と比べて著しく小さく、分生子
の形成がほとんど見られず、42℃では bckA 欠失株はコロニーを形成しなかっ
た（Fig. 2-12A）。1.2 Mのソルビトールを含む個体 YGuu培地において 37℃で
は bckA欠失株の生育、分生子形成能に回復が見られ、42℃でも bckA欠失株は
コロニーを形成したが、どちらの温度においても野生型株のコロニーより小さ
かった（Fig. 2-12A）。 
 これまでに内田により S. cerevisiaeの SLT2のオルソログである mpkAの欠
失株が作製されているが、その高温条件における表現型解析はなされていなか
った（内田, 2008）。そこで、bckA欠失株の場合と同様の培養条件で mpkA欠失
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株のコロニーの形態観察を行った。その結果、それぞれの温度、培地における
mpkA欠失株のコロニー形態は bckA欠失株と同様であった（Fig. 2-12B）。これ
らの結果から、浸透圧安定化剤のない場合 BckA、MpkAは高温条件における生
育に必須であることが示唆された。 
 
2-3-6. 高温条件で培養した bckA欠失株、mpkA欠失株におけるアポトーシスの
誘導 
 42℃において YGuu培地では bckA欠失株、mpkA欠失株は生育不能であった
ため、このときこれらの株においてアポトーシスが誘導されている可能性が考
えられた。そこでまず 42℃、液体 YGuu 培地で 5 時間振盪培養した野生型株、
bckA 欠失株、mpkA 欠失株の核を DAPI で染色して観察した。野生型株では複
数の核をもつ細胞が観察されたのに対し、bckA 欠失株、mpkA 欠失株では一つ
の核をもつ細胞しか観察されなかった（Fig. 2-13）。さらに、bckA欠失株、mpkA
欠失株の分生子を 42℃、液体 YGuu培地で培養し、細胞内の ROSの蓄積、DNA
の断片化について検討したところ、これらの変異株において ROSの蓄積した細
胞の割合が 60%以上であり DNAの断片化も検出された（Fig. 2-14、15）。これ
らの結果から、BckA、MpkA も高温条件におけるアポトーシス誘導の抑制に関
与することが示唆された。 
 
2-3-7. 高温条件におけるヒドロキシ尿素処理時のアポトーシス誘導の検討 
 高温条件において発芽時の pkcA-ts株では DNAの複製が起こっていなかった
ことから、この株で見られるアポトーシスは DNA複製が起こらないために誘導
される可能性が考えられた。そこで 42℃において、DNA合成を阻害するヒドロ
キシ尿素（HU）を含む液体 YGuu 培地で 0~5 時間培養した野生型株、pkcA-ts
株の細胞における DNA含量あたりの細胞数を FACS解析により測定した。野生
型株では培養 5時間後まで DNA含量が 2nの細胞数も n未満の細胞数も増加し
なかった（Fig. 2-16）。pkcA-ts 株では HU を含まない培地で見られたパターン
と同様に培養 2時間後以降でDNA含量が n未満の細胞数の増加が見られた（Fig. 
2-16）。さらに、42℃、HUを含む液体 YGuu培地で 4時間培養した場合の細胞
内の ROS の蓄積、8 時間培養した場合の DNA の断片化について検討したとこ
ろ、pkcA-ts株では ROSの蓄積した細胞の割合が 60%以上であり DNAの断片
化も検出されたが、野生型株ではこれらの表現型を示す蛍光は検出されなかっ
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た（Fig. 2-17、18）。これらの結果から、高温条件において DNA複製阻害はア
ポトーシスを誘導しないことが示唆された。 
 
2-3-8. 37℃における pkcA-ts株でのアポトーシス誘導の検討 
 pkcA-ts 株を 37℃で培養した時 MpkA-FLAG のリン酸化レベルが野生型株よ
り低かったことから（第 1章参照、Fig. 1-8C）、この株では 37℃においてもア
ポトーシスが誘導されている可能性が考えられた。37℃、液体 YGuu培地で 0~5
時間培養した pkcA-ts株の細胞におけるDNA含量あたりの細胞数を FACS解析
により測定したところ、DNA含量が n未満の細胞数の増加は見られず、培養 5
時間後までに DNA含量が 2n、4n、8nの細胞数の増加が見られた（Fig. 2-19）。
さらに pkcA-ts株の分生子を 37℃、液体 YGuu培地で培養した場合には、ROS
の蓄積した細胞の割合が 20%未満であり DNA の断片化を示す蛍光はほとんど
見られなかった（Fig. 2-20、21）。さらに、37℃において細胞壁ストレス、小胞
体ストレスがアポトーシスを誘導するかどうか検討した。その結果、calcofuluor 
white、Congo red、micafungin処理による細胞壁ストレス時、dithiothreitol処理
による小胞体ストレス時に細胞内に ROS の蓄積した細胞の著しい増加は見ら
れなかった（Fig. 2-22）。しかし、micafunginで処理した場合に ROSの蓄積し
た細胞数がやや増加していた。 
 
2-3-9. PkcAおよび CWI経路のMAPキナーゼカスケードの farnesol感受性への
関与についての検討 
 A. fumigatusにおいてMKK1/2のオルソログであるmkk2の欠失株や SLT2の
オルソログである mpkA の欠失株は farnesol 高感受性を示すことが示されてい
る（Dichtl, et al., 2010）。このことから、A. nidulansにおいて PkcAおよび CWI
経路のMAPキナーゼカスケードが farnesolによって誘導されるアポトーシスの
抑制にも関与する可能性が考えられる。そこで、pkcA-ts株、bckA欠失株、mpkA
欠失株の farnesol感受性を検討した。その結果、pkcA-ts株で PkcAが部分的に
失活すると考えられる 37℃において pkcA-ts株は farnesolに高感受性を示し、
また bckA欠失株、mpkA欠失株も farnesolに高感受性を示した（Fig. 2-23）。
これらのことから、A. nidulansにおいて PkcAおよび CWI経路の MAPキナー
ゼカスケードが farnesol によって誘導されるアポトーシスの抑制にも関与する
ことが示唆された。 
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2-3-10. 高温条件における PkcAのアポトーシス誘導の抑制以外の機能 
 bckAや mpkAの欠失株は 42℃、YGuu培地では生育できず、この条件ではア
ポトーシスの誘導が見られた（Fig. 2-12 ~ 2-15）。しかし、これらの株は 1.2 M
のソルビトールを添加した YGuu 培地では 42℃で生育が可能であった（Fig. 
2-12）。このことから、高温条件においてこれらの株で見られるアポトーシスの
誘導は培地に浸透圧安定化剤を添加することにより抑制されることが示唆され
た。そこで、pkcA-ts株においても同様にアポトーシスの誘導が抑制されるかど
うか検討するため、42℃、1.2 Mのソルビトールを含む液体 YGuu培地で 0~8
時間培養した pkcA-ts株の細胞におけるDNA含量あたりの細胞数を FACS解析
により測定した。この結果、pkcA-ts株において培養 4時間後から DNA含量が
n 未満の細胞が見られたが、その後培養 8 時間後まで著しい増加は見られず、
DNA複製が起こったことを示す DNA含量が 2nや 4nの細胞数の増加がみられ
た（Fig. 2-24）。このことから pkcA-ts株を 42℃で培養した場合においても、浸
透圧安定化剤の添加によりアポトーシスの誘導は大きく抑圧されることが示唆
された。 
 次に、この条件において pkcA-ts株で核分裂が起こるかどうか検討した。42℃、
1.2 M のソルビトールを含む液体 YGuu 培地で 9 時間振盪培養した菌体の核を
DAPI で染色して観察したところ、pkcA-ts 株では過度に肥大化した細胞が見ら
れ、一部の細胞は溶菌していたが、肥大化した細胞では複数の核が見られた（Fig. 
2-25A）。これらの細胞において 1 細胞あたりの核の数を計数したところ、野生
型株と pkcA-ts 株との間で差が見られなかったことから、この条件において
pkcA-ts株では核分裂が正常に起こることが示唆された（Fig. 2-25B）。これらの
結果から、浸透圧安定化剤が存在する場合、高温条件において pkcA-ts株でもア
ポトーシスの誘導が抑圧されることが示唆された。しかしながら、pkcA-ts株は
42℃、1.2 Mのソルビトールを含む固体 YGuu培地においてコロニーを形成し
ない（Fig. 1-8A）。従って高温条件において PkcAはアポトーシス誘導の抑制以
外に生育に必須な機能を有すると考えられた。pkcA-ts株の分生子を 42℃、1.2 
Mのソルビトールを含む液体 YGuu培地で 9時間振盪培養した場合に、過度に
肥大化した細胞が観察され、それらの細胞では異常な形態の発芽管の形成が見
られたことから、高温条件において pkcA-ts株では発芽過程における極性の形成
に異常が生じている可能性が考えられた（Fig. 2-25A矢頭）。 
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2-3-11. Lifeactをレポーターとして用いた生細胞における F-アクチンの観察 
 様々な生物においてアクチンの重合は極性の確立に必要であり、単量体アク
チンの重合体である F-アクチンの形成は極性の指標とされている。そのため、
生細胞においてアクチンを観察することで、高温条件における PkcAの極性形成
に関わる機能の解析に繋がると考えられた。A. nidulansのアクチンである ActA
にGFPを付加したタンパク質を生産する株では生育が悪化することが知られて
いる（Upadhyay and Shaw, 2008）。そこでレポーターを用いて間接的に F-アク
チンを観察することとした。S. cerevisiaeのアクチン結合タンパク質 Abp140p
の N 末端 17 アミノ酸（Lifeact）は F-アクチン特異的に結合することが示され
ており、哺乳細胞において GFPが付加された Lifeactは F-アクチンの効率的な
レポーターとして用いられている（Riedl et al., 2008）。糸状菌 N. crassaにおい
てもC末端にGFPが付加された Lifeact-GFPを用いた生細胞における F-アクチ
ンの観察がなされている（Berepiki et al., 2010、Delgado-Alvarez et al., 2010、
Roca et al., 2010）。以上の知見を基に lifeact-egfpを alcA(p)制御下で発現する
Lifeact-EGFP株を 2-2-5-1に示した方法で作製した。 
 37℃、alcA(p)による発現を抑制する YGuu培地または alcA(p)による発現を誘
導する YTFuu 培地で Lifeact-EGFP 株を培養したところ、どちらの培地におい
てもこの株のコロニーの形態は野生型株と同様であった（Fig. 2-26A）。従って、
Lifeact-EGFP の高生産は生育に影響を与えないことが示唆された。次にこの株
を用い、生育の様々な時期における Lifeact-EGFPの観察を行った。ただし発芽
時において Lifeact-EGFP を観察する際にはフルクトースによって alcA(p)が抑
制されるのを避けるため YTuu培地を、菌糸生長時にはバックグラウンドを低減
するために MMTFpuu培地を用いた。Lifeact-EGFPは分生子の無極性生長時に
は細胞質中にドット状またはフィラメント状に見られ、発芽管形成時や菌糸生
長時には発芽管や菌糸の先端においてスポット状、細胞質中にフィラメント状
に見られた（Fig. 2-26B）。加えて Lifeact-EGFPは形成中と考えられる隔壁にお
いても観察された（Fig. 2-26B）。A. nidulansではこれまでに抗アクチン抗体を
用いた間接蛍光抗体法や、アクチン結合性タンパク質などを用いたアクチンの
細胞内観察が行われている（Harris et al., 1994、Torralba et al., 1998、
Araujo-Bazan et al., 2008）。今回観察された Lifeact-EGFPの局在はこれらの手
法により観察されたアクチンの局在と類似していた。また、アクチン重合阻害
剤である cytochalasin Aを処理することにより菌糸先端における Lifeact-EGFP
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の蛍光が消失した（Fig. 2-26C）これらのことから A. nidulans においても
Lifeact-EGFPは F-アクチンのレポーターとして使用できると考えられた。 
  
2-3-12. 高温条件における pkcA-ts株での発芽時の Lifeact-EGFPの観察 
 PkcA の不活性化が F-アクチンの局在に与える影響について検討するため、
lifeact-egfpを発現する pkcA-ts株、!bckA株を 2-2-5-1、-2に示した方法で作製
し、42℃、0.6 Mの KClを含む液体 YTuu培地で 6時間または 8時間振盪培養
した場合の Lifeact-EGFPの観察を行った。この際、バックグラウンドを低減す
るために浸透圧安定化剤としてソルビトールの代わりに 0.6 Mの KClを使用し
た。野生型株では発芽管先端にスポット状、細胞質中にフィラメント状に
Lifeact-EGFPが観察された（Fig. 2-27A）。pkcA-ts株では培養 6時間後には細
胞質中にドット状に Lifeact-EGFPが観察されたが、この蛍光強度は野生型株の
ものと比べて弱いものであった（Fig. 2-27B）。また、細胞質中のフィラメント
状の Lifeact-EGFPは観察されなかった。さらに、培養 8時間後には Lifeact-EGFP
の蛍光は細胞質中に拡散していた（Fig. 2-27A）。これらのことから PkcA は高
温条件において発芽時の極性形成に必要であることが示唆された。!bckA 株で
は発芽管先端にスポット状、細胞質中にフィラメント状に Lifeact-EGFPが観察
された（Fig. 2-27A）。!bckA株における Lifeact-EGFPの局在は野生型株のもの
と類似していた。従って、高温条件における発芽時の極性形成には BckAを含む
MAPキナーゼカスケードは必要ではないことが示唆された。 
 
2-3-13. pkcA-ts株における高温ストレス時の菌糸先端での Lifeact-EGFPの観察 
 PkcAの菌糸生長時の極性維持への関与について検討するため、Lifeact-EGFP
を発現する野生型株、pkcA-ts株、!bckA株を 30℃で培養後、42℃に移した場
合の Lifeact-EGFPの局在を観察した（Fig. 2-28）。この際、pkcA-ts株では温度
シフト後に菌糸の生長が止まり、菌糸先端が膨張する様子が見られた。野生型
株では、温度シフト前には菌糸先端にスポット状、細胞質中にフィラメント状
に観察されていた Lifeact-EGFP が温度シフト後 15 分以内にほとんど見られな
くなり、温度シフト後 60 分後から再び観察された。pkcA-ts 株では野生型株で
観察されたように、温度シフト後 15 分以内に菌糸先端における Lifeact-EGFP
の局在は消失した。しかしその後、温度シフト 120 分後まで局所的な
Lifeact-EGFPの蛍光は観察されなかった。30℃で培養した pkcA-ts株を 42℃に
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移して 1時間培養後、再び 30℃に移して培養したところ、膨張した菌糸先端か
ら菌糸生長が再開し、 42℃にシフトした後に消失していた局所的な
Lifeact-EGFPの蛍光も再び観察された（Fig. 2-29）。このことから、pkcA-ts株
は 42℃にシフトして 1時間後にはまだ生きており、42℃に Lifeact-EGFPの蛍
光の再出現が見られないのは細胞が死んだためではないことが示唆された。ま
た、!bckA株においても 42℃シフト後に一時的な Lifeact-EGFPの蛍光の消失、
その後の再出現が観察された（Fig. 2-28）。これらのことから、PkcA は高温ス
トレス時の一時的な脱極性化後の再極性化に必要であり、BckAは必要ではない
ことが示唆された。 
 
2-4. 考察 
 本章ではまず pkcA-ts株を 42℃で培養した場合、核分裂異常、DNA分解、細
胞内 ROS の蓄積、DNA の断片化などアポトーシスが誘導された細胞に特徴的
な表現型が見られたことから、高温条件において PkcAがアポトーシスの誘導を
抑制する機能を持つことを示唆した。また、培地に浸透圧安定化剤を添加する
ことにより核分裂異常、DNA分解の表現型が抑圧されることから、浸透圧安定
化剤の存在によりアポトーシスの誘導が抑圧されることを示唆した。次に
pkcA-ts株を 42℃、浸透圧安定化剤を添加した培地で培養した場合の F-アクチ
ンの局在観察から PkcA が発芽管形成時の極性の確立に必要であることを示唆
した。また、高温ストレス時の菌糸先端における F-アクチンの動態観察の結果、
pkcA-ts 株では高温ストレス時に一度消失した菌糸先端の F-アクチンの再出現
が見られないことから、PkcAが高温条件における菌糸内での脱極性化後の再極
性化に必要であることが示唆された。さらに、bckA 欠失株、mpkA 欠失株を用
いた解析により、bckA欠失株、mpkA欠失株を 42℃、浸透圧安定化剤を含まな
い条件下で培養した場合にもアポトーシスが誘導されることを示唆した。一方、
bckA 欠失株では 42℃でもアクチンの動態に異常が見られなかった。これらの
ことから PkcAのアポトーシス誘導の抑制に関わる機能は BckAを含む MAPキ
ナーゼ経路に依存し、アクチンの局在に関連する機能はこの経路に依存しない
ことが示唆された。また、CWI経路において BckA、MpkAの下流で機能すると
考えられる RlmA については、第 1 章で示したように rlmA 欠失株が 42℃にお
いて野生型株と同等の生育を示すことから、RlmAはアポトーシス誘導の抑制に
は関与しないことが示唆される。これらの結果をまとめたモデル図を Fig. 2-30
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に示した。 
 以下で高温条件における PkcAのアポトーシスの誘導の抑制、極性形成に関わ
る機能について考察する。 
 
2-4-1. PkcAのアポトーシス誘導の抑制に関わる機能 
本項の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年
以内に出版予定。 
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2-4-2. PkcAの極性形成に関わる機能 
 N. crassaにおいて Lifeactは F-アクチンのレポーターとして用いられている
（Berepiki et al., 2010、Delgado-Alvarez et al., 2010、Roca et al., 2010）。本章
では Lifeact-EGFPが A. nidulansにおいても F-アクチンのレポーターとして用
いることができることを示した。42℃、浸透圧安定化剤を含む条件において
pkcA-ts 株では、分生子発芽時にフィラメント状の Lifeact-EGFP の蛍光が観察
されなかったことから、PkcAは高温条件において発芽管形成時のフィラメント
状の F-アクチンの形成に必要であることが示唆された（Fig. 2-27A）。また、こ
の F-アクチンの形成には CWI経路の MAPキナーゼカスケードが必要ないこと
も示唆された。S. cerevisiaeではフィラメント状の F-アクチンは forminである
Bni1p、Bnr1pによって形成される（Slaughter, 2009）。BNI1の高発現によって
pkc1温度感受性株の制限温度下での生育が支持されること、Pkc1pが高温条件
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における formin の活性化に必要であることが示唆されている（Zanelli and 
Valentini, 2005、Dong et al., 2003）。A. nidulansにおいて forminをコードする
sepAは高温条件における生育に必須であることが示されている（Harris et al., 
1997）。これらのことから、A. nidulansにおいても PkcAが SepAの活性化に必
要であり、浸透圧安定化剤が存在する場合に高温条件において pkcA-ts 株では
SepAが活性化されないために発芽管が形成されず、生育することができない可
能性が考えられる。 
 42℃、浸透圧安定化剤を含む条件において pkcA-ts 株では、分生子発芽時に
ドット状のLifeact-EGFPの蛍光強度が野生型株のものと比較して弱かった（Fig. 
2-27B）。このことから、PkcA は高温条件において発芽時のドット状の F-アク
チンの形成にも関わることが示唆された。S. cerevisiaeにおいてドット状の F-
アクチンは Arp2p と Arp3p 複合体によって形成される（Slaughter, 2009）。A. 
nidulansにおいてもこれらのオルソログが保存されていることから、PkcAはこ
れらのオルソログの制御に関わる可能性が考えられる。 
 30℃で培養した pkcA-ts株を 42℃に移した場合、菌糸先端において一時的に
消失したアクチン構造の再出現が見られなかった（Fig. 2-28）。一方、bckA 欠
失株では高温ストレス時のアクチン構造の一時的な消失とその後の再出現が見
られた（Fig. 2-28）。このことから、PkcA が高温ストレス時の菌糸の再極性化
に必要であり、CWI経路の MAPキナーゼカスケードはこの過程に必要でないこ
とが示唆された。S. cerevisiaeにおいて Pkc1pは CWI経路の MAPキナーゼカ
スケードには依存せず高温ストレス時の細胞の脱極性化に関与することが示唆
されている。また、高温ストレス時の細胞の脱極性化後、Mpk1pが CWI経路の
上流で働くグアニンヌクレオチド交換因子である Rom2p をリン酸化して CWI
経路を負に制御することで細胞の再極性化がおこることが示唆されている（Guo 
et al., 2009）。これらのことから、A. nidulansにおける高温ストレス時の菌糸の
極性制御に関わるPKCの機能とS. cerevisiaeにおける高温ストレス時の細胞極
性制御に関わる PKCの機能は異なることが示唆される。 
 S. cerevisiaeにおいて Pkc1pは Bni1pの活性化に必要であることが示唆され
ているものの、Pkc1p がどのような機構で Bni1p の活性化を制御しているかは
明らかにされていない。PkcAがどのようにして発芽時や高温ストレス時の極性
制御に関与するかについて検討するため、ModA、SepAに EGFPを付加したタ
ンパク質を野生型タンパク質の代わりに生産する株を作製し、これらの観察を
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試みた。しかし、野生型株においても EGFP-ModA は細胞質に一様に存在し、
極性的な局在は観察されず、PkcAが ModAの局在に関与するかどうかについて
検討することはできなかった（data not shown）。また、SepA-EGFPは固体最
少培地においてのみ菌糸先端に観察されたのに対し、pkcA-ts株を浸透圧安定化
剤を含む固体最少培地、42℃で培養した場合、高頻度で溶菌が見られ、PkcAが
SepAの局在に関与するかどうか検討することはできなかった（data not shown）。
そのため、PkcA が極性形成のどの過程に機能するかを明らかにするためには、
これらとは異なる極性形成に関わるタンパク質の細胞内局在観察を行う必要が
あると考えられる。 
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Table 2-1 本章で使用した A. nidulans菌株  
Strain Genotype Source 
FGSC A26 biA1 FGSC* 
FGSC A1149 pyrG89 pyroA4 nkuA::argB veA1 FGSC* 
A1149/pyroA pyrG89 pyroA4::pyroA nkuA::argB veA1 山崎 未発表 
A1149/pyrG-1 pyrG89::pyrG pyroA4 nkuA::argB veA1 Katayama et al., 2012 
alcA(p)-pkcA-3 pyrG89 pyroA4 riboB2 nkuA::argB veA1 pkcA::riboB-alcA(p)-pkcA Katayama et al., 2012 
pkcA-ts-2 pyrG89 pyroA4 riboB2 nkuA::argB veA1 pkcA::riboB-pkcA(P959L) Katayama et al., 2012 
!mpkA-1 pyrG89 pyroA4 nkuA::argB veA1 mpkA::pyrG Katayama et al., 2012 
!bckA-1 pyrG89 pyroA4 nkuA::argB veA1 bckA::pyroA Katayama et al., 2012 
A1149LA-1 pyrG89::pyrG-alcA(p)-lifeact-egfp pyroA4 nkuA::argB veA1 Katayama et al., 2012 
pkcA-tsLA-1 pyrG89::pyrG-alcA(p)-lifeact-egfp pyroA4 riboB2 nkuA::argB veA1 
pkcA::riboB-pkcA(P959L) 
Katayama et al., 2012 
!bckALA-1 
 
pyrG89::pyrG-alcA(p)-lifeact-egfp pyroA4 nkuA::argB veA1 
bckA::pyroA 
Katayama et al., 2012 
 
WEM-1、-2 pyrG89 pyroA4 nkuA::argB veA1 modA::egfp-modA-pyroA 本論文 
SepA-EGFP-1、-2 pyrG89 pyroA4 nkuA::argB veA1 sepA::sepA-egfp-pyroA 本論文 
*Fungal Genetics Stock Center, Kansas City, MO, USA  
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Table 2-2 本章で使用したオリゴヌクレオチド 
プライマー 配列 
pyrGF CGAGATCTCCATCCCCG 
pyrGR TTCTGCAGGGTTGAGGAAG 
riboBF CTGTTGGAAGATAGATGAC 
alcApR GGTACCGCTAATTAACTG 
alcA(p)-abp140 CTACTCAGTTAATTAGCGGTACCATGGGTGTCGCAGATTT 
abp140R-link2 ACCACTACCAGTAGCACTCGCTTCTTCCTTTGAGATGCTTT 
link2-egfpF GCGAGTGCTACTGGTAGTGGTATGGTGAGCAAGGGCGA 
BamHI-egfpR AAGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 
5bckAF GAAGAGAGCTGACATGGAGAAAG 
3bckAR-2 TCTGAGTAGCCTTTGCCCC 
pyrG５ ATGTCTTCGAAGTCCCA 
pyrG3 TCAAAGTCCAACTCTTTTCT 
pyrGRn CACTTCAGAAGGGAGTATCA 
Smaegfp GTGCCCGGGGTGAGCAAGGGCGA 
BamHI-egfpR AAGGATCCTTACTTGTACAGCTCGTCCATGC 
ERV-sepA3F CGATATCCTGTTTCTCAAGCAAAGGAA 
sepAR CTTTCCGCTAGTTTTCGATATG 
ERV-sepAF AGATATCATGCCGACATCCGATAA 
ERV-sepAORFR GGATATCGCTGGTCGAGGGGC 
modA1 GTGGGCATGGGAGGC 
modAupR ATGTTACTCCGCACAGGGCCGATTCATGGCCACAGC 
modA(p)F CTTATTTCAACACCACGCGCATGTAAAGGGTCCCAAAAAAAG 
modA(p)R TCGCCCTTGCTCACCATTTTCAAAACCCGACCGA 
modAORFF GGTAGTGGTACTGCTAGTGCGGTCGTAGCAACTATCAAGTACGTC 
modA4 CAAGGGTGAGACGACTGC 
pyroA5n GCCCTGTGCGGAGTAACAT 
pyroA3n GCGCGTGGTGTTGAAATAAG 
5EGFPF ATGGTGAGCAAGGGCGA 
egfpR-L1 GCGAGTGCTACTGGTAGTGGTATGGTGAGCAAGGGCGA 
modA5 GGAAAYGGGAGGTGCAGT 
modA6 GCCGAAGTGCCGGAG 
    
 
Fig. 2-1 S. cerevisiaeの極性の形成 
（Slaughter et al.,2009 ） 
無極性生長 
発芽管形成 
（極性の確立） 
分生子 
極性生長 
Fig. 2-2 A. nidulansの分生子の発芽過程 
86
bckA�
Pst I�
probe �
probe �
2.0 kbp �
3.7 kbp �
pyroA�
pyroA�
Pst I�
Pst I� Pst I�
3.7 kbp 
2.0 kbp 
1 � 3 �2 � 4 � 5 �
A B
Fig. 2-3 bckA欠失株の作製 
A. bckA欠失株を作製するコンストラクト 
B. bckA欠失株のサザン解析による確認 
    レーン1はA1149株（野生型株）、レーン2、3はA1149株由来の形質転換体、レーン4、5は
A1149LA-1株由来の形質転換体。 
    レーン2 : !bckA-1、レーン3 : !bckA-2、レーン4 : !bckALA-1、レーン5 : !bckALA-2 
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Fig. 2-4 lifeact-egfpを発現する株の作製 
A. lifeact-egfpを発現する株を作製するコンストラクト 
B. lifeact-egfpを発現する株のサザン解析 
    レーン1はA1149株（野生型株）、レーン2、3はA1149株由来の形質転換体、レーン4-6はpkcA-ts-2
株由来の形質転換体。 
    レーン2 : A1149/LA-1、レーン3 : A1149/LA-2、レーン4 : pkcA-ts/LA-1、レーン6 : pkcA-ts/LA-2 
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Fig. 2-5 N末端にEGFPの連結したModAを生産する株（WEM株）の作製 
A. WEM株を作製するコンストラクト 
B. WEM株のサザン解析による確認 
    レーン1はA1149株（野生型株）、レーン2、3は形質転換体。 
    レーン2 : WEM-1、レーン3 : WEM-2 
Fig. 2-6 C末端にEGFPの連結したSepAを生産する株（SepA-EGFP株）の作製 
A. SepA-EGFP株を作製するコンストラクト 
B. SepA-EGFP株のサザン解析 
    レーン1はA1149株（野生型株）、レーン2、3は形質転換体。 
    レーン2 : SepA-EGFP-1、レーン3 : SepA-EGFP-2 
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Fig. 2-8 42℃におけるpkcA-ts株の表現型 
　  A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、液体YGuu培地で5時間振
盪培養し、核をDAPIで染色して観察した。溶菌した分生子を矢頭で示した。 
Fig. 2-7 42℃で培養したpkcA-ts株の生菌率 
　 A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、液体YGuu培地で培養し、
生菌率を経時的に測定した。横軸は42℃で培養した時間、縦軸は42℃で培養していない場合の生
菌率を1として各培養時間での生菌率を百分率で示した。独立した3回の実験を行い、エラーバー
で標準誤差を示した。 
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Fig. 2-9 42℃で培養したpkcA-ts株におけるDNA複製 
　 A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、液体YGuu培地で各時間
振盪培養し、DNA含量あたりの細胞数をFACSにより測定した。横軸は蛍光強度、縦軸は細胞
数を示した。 
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Fig. 2-10 42℃で培養したpkcA-ts株におけるROSの蓄積 
A. A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、液体YGuu培地で4時間振盪培養し、菌
体中のROSをH2DCFDAを用いて観察した。ポジティブコントロールとして、液体YGuu培地で2時間振盪
培養した後、培地に終濃度100 µMとなるようにfarnesolを加え、さらに2時間振盪培養した菌体を用いた。 
B. パネルAの条件においてH2DCFDAの蛍光が見られた細胞の割合を百分率で示した。独立した3回の実験を
行い、エラーバーで標準誤差を示した。 
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Fig. 2-11 42℃で培養したpkcA-ts株におけるDNAの断片化 
　A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、液体YGuu培地で8時間静置培
養し、TUNELおよびDAPIで染色して観察した。ポジティブコントロールとして42℃で培養6時間
後に、培地に終濃度100 µMとなるようにfarnesolを加え、さらに2時間培養した菌体を用いた。 
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Fig. 2-12 bckA欠失株、mpkA欠失株のコロニー形態 
A. bckA欠失株のコロニー形態 
A1149/pyroA株（Wild-type）、!bckA-1株（!bckA）を各温度、各培地で72時間培養した。 
B. mpkA欠失株のコロニー形態 
A1149/pyrG-1株（Wild-type）、!mpkA-1株（!mpkA）を各温度、各培地で72時間培養した。 
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Fig. 2-13 42℃におけるbckA欠失株、mpkA欠失株の表現型 
     A1149株（Wild-type）、!bckA-1株（!bckA）、!mpkA-1株（!mpkA）の分生子を42℃、
液体YGuu培地で5時間振盪培養し、核をDAPIで染色して観察した。複数の核をもつ 
細胞を矢頭で示した。 
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Fig. 2-14 42℃で培養したbckA欠失株、mpkA欠失株におけるROSの蓄積 
A. !bckA-1株（!bckA）、!mpkA-1株（!mpkA）の分生子を42℃、液体YGuu培地で4時間振盪
培養し、菌体中のROSをH2DCFDAを用いて観察した。 
B. パネルAの条件においてH2DCFDAの蛍光が見られた細胞の割合を百分率で示した。独立した
3回の実験を行い、エラーバーで標準誤差を示した。 
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Fig. 2-15 42℃で培養したbckA欠失株、mpkA欠失株におけるDNAの断片化 
!bckA-1株（!bckA）、!mpkA-1株（!mpkA）の分生子を42℃、液体YGuu培地で8時間静置培
養し、菌体をTUNELおよびDAPIで染色して観察した。核にTUNELの蛍光が見られる細胞を矢
頭で示した。 
93
100 101 102 103 104
FL3-A
WTHU1
100 101 102 103 104
FL3-A
WTHU2
100 101 102 103 104
FL3-A
WTHU3
100 101 102 103 104
FL3-A
WTHU4
100 101 102 103 104
FL3-A
WTHU5
100 101 102 103 104
FL3-A
TSHU1
100 101 102 103 104
FL3-A
TSHU2
100 101 102 103 104
FL3-A
TSHU3
100 101 102 103 104
FL3-A
TSHU4
100 101 102 103 104
FL3-A
TSHU5
100 101 102 103 104
FL3-A
WT00
0
200
co
un
ts

100 101 102 103 104
FL3-A
TS00
0
200
co
un
ts

0 h
0
200
co
un
ts

0
200
co
un
ts

1 h
0
200
co
un
ts

0
200
co
un
ts

2 h
0
200
co
un
ts

0
200
co
un
ts

3 h
0
200
co
un
ts

0
200
co
un
ts

4 h
0
200
co
un
ts

0
200
co
un
ts

5 h
Wild-type pkcA-ts
n n
Fig. 2-16 ヒドロキシ尿素処理時の42℃で培養したpkcA-ts株におけるDNA複製 
　 A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、100 mMのヒドロキシ尿素
を含む液体YGuu培地で各時間振盪培養した菌体のDNA含量あたりの細胞数をFACSにより測定
した。横軸は蛍光強度、縦軸は細胞数を示した。 
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Fig. 2-17 ヒドロキシ尿素処理時の42℃で培養したpkcA-ts株におけるROSの蓄積 
A. A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、100 mMのヒドロキシ尿素を
含む液体YGuu培地で4時間振盪培養し、菌体中のROSをH2DCFDAを用いて観察した。 
B. パネルAの条件においてH2DCFDAの蛍光が見られた細胞の割合を百分率で示した。独立した3回の実験を行い、エラーバーで標準誤差を示した。 
Fig. 2-18 ヒドロキシ尿素処理時の42℃で培養したpkcA-ts株におけるDNAの断片化 
　A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、100 mMのヒドロキシ尿素を含
む液体YGuu培地で8時間静置培養し、菌体をTUNELおよびDAPIで染色して観察した。 
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Fig. 2-19 37℃で培養したpkcA-ts株のDNA複製 
　 A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、液体YGuu培地で各時間
振盪培養し、菌体のDNA含量あたりの細胞数をFACSにより測定した。横軸は蛍光強度、縦軸
は細胞数を示した。 
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Fig. 2-20 37℃で培養したpkcA-ts株のROSの蓄積 
A. 1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を37℃、液体YGuu培地または100 µMの
farnesolを含む液体YGuu培地で4時間振盪培養し、菌体中のROSをH2DCFDAを用いて観察した。 
B. パネルAの条件においてH2DCFDAの蛍光が見られた細胞の割合を百分率で示した。独立した3回の実験を行い、エラーバーで標準誤差を示した。 
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Fig. 2-21 37℃で培養したpkcA-ts株のDNAの断片化 
　A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を37℃、液体YGuu培地で8時間静置培
養し、菌体をTUNELおよびDAPIで染色して観察した。 
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Fig. 2-22 薬剤ストレスのアポトーシス誘導への関与 
A. 1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を37℃、各薬剤を含む液体YGuu培地で4
時間振盪培養し、菌体中のROSをH2DCFDAを用いて観察した。薬剤は100 µg/ml calcofluor white（+ CFW）、100 µg/ml congo red（+ CR）、1 µg/ml micafungin、10 mM dithithreitol（+ DTT）
を用いた。  
B. パネルAの条件においてH2DCFDAの蛍光が見られた細胞の割合を百分率で示した。独立した3回の実験を行い、エラーバーで標準誤差を示した。 
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Fig. 2-23 CWI経路の変異株のfarnesol感受性 
各株のの分生子5 x 105、5 x 104、5 x 103、5 x 102個を各濃度のfarnesolを含むYGuu培地にスポッ
ト植菌し、各温度で72時間培養した。A. A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）B. A1149/
pyroA株（Wild-type）、!bckA-1株（!bckA）C. A1149/pyrG-1（Wild-type）、!mpkA-1株
（!mpkA） 
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Fig. 2-24 42℃、1.2 Mのソルビトールを含むYGuu培地で培養したpkcA-ts株の
DNA複製 
　 A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、1.2 Mのソルビトールを含
む液体YGuu培地で各時間振盪培養し、菌体のDNA含量あたりの細胞数をFACSにより測定した。
横軸は蛍光強度、縦軸は細胞数を示した。 
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Fig. 2-25 42℃、1.2 Mのソルビトールを添加した培地で培養したpkcA-ts株の表
現型 
A.  A1149株（Wild-type）、pkcA-ts-2株（pkcA-ts）の分生子を42℃、1.2 Mのソルビトールを含
む液体YGuu培地で9時間振盪培養し、核をDAPIで染色して観察した。異常な形態の発芽管を
形成した細胞を矢頭で示した。 
B. パネルAの条件で培養した場合の1細胞あたりの核の数を計数し、その平均値をグラフで示し
た。各株において150の細胞について計数を行い、標準誤差をエラーバーで示した。 
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Fig. 2-26 Lifeact-EGFP株の表現型およびLifeact-EGFPの局在 
A. Wild-type（A1149/pyrG-1株）、Lifeact-EGFP株（A1149LA-1株）を37℃、各培地で72時間
培養した。 
B. A1149LA-1株を37℃、液体YTuu培地で4時間（無極性生長時）または5時間（発芽管形成
時）、液体MMTFpuu培地で30時間（菌糸生長時および隔壁形成時）、液体MMGpuu培地で
30時間（alcA(p)抑制条件）培養し、Lifeact-EGFPの蛍光を観察した。Bars, 5 µm 
C. A1149LA-1株を37℃、液体MMTFpuu培地で16時間培養し、DMSO（no treatment）または
200 µg/mlのCytochalasin A（+ Cytochalasin A）を5 µl加え、37℃で15分静置し、Lifeact-
EGFPの蛍光を観察した。Bar, 10 µm 
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Fig. 2-27 pkcA-ts株、!bckA株における発芽時のLifeact-EGFPの局在 
A. Wild-type（A1149LA-1）、pkcA-ts（pkcA-tsLA-1）、!bckA（!bckALA-1）を42℃、0.6 M
のKClを含む液体YTuu培地で各時間培養し、Lifeact-EGFPの蛍光を観察した。 
B. Wild-type（A1149LA-1）、pkcA-ts（pkcA-tsLA-1）、!bckA（!bckALA-1）を42℃、0.6 M
のKClを含む液体YTuu培地で6時間培養し、Lifeact-EGFPの蛍光を観察した。蛍光強度の比
較のためにEGFPの画像は全て365 msの同一の露光時間で撮影した。 
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Fig. 2-28 pkcA-ts株における高温ストレス時の菌糸先端でのF-アクチンの挙動  
A. 30℃、液体MMTFpuu培地でA1149LA-1株（Wild-type）とpkcA-tsLA-1株（pkcA-ts）は16時間、
!bckALA-1株（!bckA）は24時間静置培養し、培養温度を42℃にシフト後経時的に菌糸先端の
Lifeact-EGFPの蛍光を観察した。 
B. パネルAの条件において先端に蛍光が見られる菌糸の割合を計測し、その経時変化をグラフで示
した。独立した3回の実験を行い、エラーバーで標準誤差を示した。 
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Fig. 2-29 pkcA-ts株を42℃シフト後60分で再び30℃にシフトした場合のF-アク
チンの挙動 
A. pkcA-tsLA-1株を30℃、液体MMTFpuu培地で16時間培養後、42℃にシフトし60分後の菌糸
先端の様子 
B.　（A）の後再び30℃に移し、さらに60分培養後の菌糸先端の様子 
（A）（B）について菌糸の膨張した部分を矢頭で示す。 
C. pkcA-tsLA-1株を30℃、液体MMTFpuu培地で16時間培養後、42℃にシフトし、60分後に再
び30℃に移したもの（赤）と42℃で培養し続けたもの（青）の先端にLifeact-EGFPの蛍光が
見られる菌糸の割合を計測し、その経時変化をグラフで示した。独立した3回の実験を行い、
エラーバーで標準誤差を示した。 
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Fig. 2-30 高温条件におけるPkcAの機能のモデル図 
Katayama et al., 2012で報告した図を一部改変して示した。 
高温条件においてMpkAがRlmAを活性化しているかどうかは不明であるため破線で示した。 
?
106
第 3章 PkcAの sterigmatocystin合成制御に関わる機能解析 
本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年
以内に出版予定。 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
終章 
本章の内容は、学術雑誌論文として出版する計画があるため公表できない。5年
以内に出版予定。 
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